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(54) Title: CREATININE BIOSENSOR 

(54) Bezeichnung: CREATININ-BIOSENSOR 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for producing biosensors that comprise at least two enzymes tor the amperometnc 
<^ determination of enzymatically cleavable substances, such as creatinine, in biological liquids, the enzymes being immobilized on 
^> a working electrode. An enzyme is applied on the working electrode with one or more surface-active substances in an aqueous 

solution and is allowed to dry. The at least second enzyme is chemically immobilized thereon in a subsequent step, thereby allowing 

for shorter response times and stronger signals of the biosensor. 

(57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren zur Herstellung von Biosensoren mit mindestens zwei Enzymen zur amperometri- 
schen Bestimmung enzymatisch abbaubarcr Stofte, wie Creatinin, in biologischen Fliissigkeiten, wobei die Enzyme an einer Arbeit- 
selektrode immobilisiert werden, wird ein Enzym mit einem odcr mehreren oberflachcnaktivcn Stoffen in waBrigcr Losung auf die 
Arbeitselektrode aufgebracht und trocknen gelassen und wird das zumindest zweite Enzym in einem nachfolgenden Schritt darauf 
>^ chemisch immobilisiert, woraus kurzere Ansprechzeiten und groBere Signalhohen fur den Biosensor resultieren. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Biosensoren mit mindestens zwei 
Enzymen zur amperometrischen Bestimmung enzymatisch abbaubarer Stoffe in biologischen 
Flussigkeiten; wobei die Enzyme an einer Arbeitselektrode immobilisiert werden. Die 
Erfindung betrifft weiters einen Biosensor, insbesondere zur Bestimmung von Creatinin. 

Die Bestimmung enzymatisch abbaubarer Stoffe, wie Creatinin, Glucose, etc., mittels 
Sensoren in biologischen Flussigkeiten, zum Beispiel in Blut, Urin, Plasma, Serum und 
Liquor, erfolgt vorzugsweise uber Biosensoren mit immobilisierten Enzymen. In der Literatur 
sind mehrere elektrochemische und photometrische Verfahren zur Bestimmung dieser Stoffe 
bekannt. 

So kann beispielsweise uber das Enzym Creatinine Deiminase mit nachfolgender 
Bestimmung des Ammoniumgehalts Creatinin potentiometrisch bestimmt werden. Ein 
anderes Verfahren besteht darin, die CreatiniiJconzentration uber eine Enzymkaskade unter 
Verwendung der Enzyme Creatininase, Creatinase und Sarkosinoxidase zubestimmen, wobei 
letztendlich Wasserstoffperoxid (H 2 0 2 ) an einer amperometrischen Elektrode gemessen wird. 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung von Biosensoren, die nach dem 
letztgenannten Prinzip arbeiten. Hierzu miissen die Enzyme coimmobilisiert werden, um die 
Umsetzung von .Creatinin in das amperometrisch detektierbare MolekOl Wasserstoffperoxid 
zu ermoglichen. Die Umsetzung von Creatinin zu Wasserstoffperoxid erfolgt nach den 
folgenden Reaktionsschritten: 

Creatinin + H 2 0 — Creatininase Creatin 

Creatin + H 2 0 — Creatinase Sarkosin + Harnstoff 

Sarkosin + 0 2 + H 2 Q — Sarkosinoxidase Glycin + Formaldehyd + H 2 0 2 

An der amperometrischen Elektrode wifd Wasserstofi^eroxid anodisch bei -350 mV gegen 
Ag/AgCl oxidiert. Der dabei fliefiende Strom ist der Creatininkonzentration proportional. 

H 2 0 2 -350 mV -> 2 Protonen + 2 Elektronen + 0 2 

Der bei der Elektrodenreaktion nickgewonnene Sauerstoff wird zur Oxidation des Sarkosins 
weiterverwendet. 
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Im Stand der Technik sind mehrere Arten zur Iinmobilisierung der drei verwendeten Enzyme 
bekannt. GemaB T. Tsuchida, K. Yoda, Clin. Chem. 29/1, S. 51, 1983, werden alle drei 
Enzyme mit Glutardialdehyd vernetzt. 

Diese Methode der Immobilisierung besitzt jedoch den Nachteil, daB mit einem derartig 
hergestellten Biosensor nur eine geringe Signalhohe erreicht wird, d.h. nur eine geringe 
Stromanderung feststellbar ist, da die derart immobilisierte Sarkosinoxidase fast ibre gesamte 
Aktivitat verliert. Eine moglichst grofle Signalhohe ist jedoch speziell bei der 
Creatininbestimmung besonders wichtig, weil die Creatininkonzentration vor allem in Blut 
auBerst niedrig.ist (ca. 50 jiM) und zudem die Creatinase nur in sehr geringen spezifischen 
Aktivitaten (max. 20 iu/mg) erhaltlich ist. Weiters weist ein derart immobilisierter Sensor 
hohe Ansprechzeiten auf. 

In der US-A - 5,466,575 ist ein Verfahren beschrieben, bei dem Sarkosinoxidase und 
Creatininase in einem photovemetzbaren Fisch-Gel immobilisiert und anschlieBend mit 
Creatinase in einem filmbildenden Polyvinylacetat-co-vinylalkohol-Latex uberschichtet 
werden. 

Nachteilig hierbei ist jedoch die aufwendige Photovernetzung, die eine einfache Herstellung 
des Biosensors unmoglich macht 

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, ein Verfahren der eingangs genannten Art 
bereitzustellen, das die oben genannten Nachteile und Schwierigkeiten iiberwindet. 
Insbesondere soli das erfindungsgeinaBe Verfahren eine einfache Herstellung eines 
Biosensors ermoglichen, mit welchem sowohl kurze Ansprechzeiten als auch grofie 
Signalhohen erzielbar sind. Insbesondere soil die Immobilisierung der Enzyme bei 
Raumtemperatur moglich sein. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafl dadurch gelost, daJ3 ein Enzym mit einem oder 
mehreren oberflachenaktiven StofFen in waBriger Losung auf die Arbeitselektrode 
aufgebracht und trocknen gelassen wird und das zumindest zweite Enzym in einem 
nachfolgenden Schritt darauf chemisch immobilisiert wird. 

Fiir die Zwecke der vorliegenden Beschreibung und Patentanspriiche soil der Begriff 
M oberflachenaktive Stoffe" Stoffe, die oberflachenaktive Eigenschaften besitzen, wie 
Detergenzien und Alkohole, beispielsweise Glycerin, umfassen. 
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Vorzugsweise werderi als oberflachenaktive Stoffe Polyalkohole und/oder Detergenzien, 
bevorzugt nichtionische Tenside, eingesetzt. 

Es wurde festgestellt, daB durch diese Zusatze der gemessene Strom im Vergleich zu 
Biosensoren mit drei gleich immobilisierten Enzymen urn ca. Faktor 40 erhdht wird. 

Das zumindest zweite Enzym wird zweckmaBig durch Cross-linking, kovalente Bindung oder 
Matrixeinschlufl immobilisiert. Vorzugsweise wird die Immobilisierung mittels 
Glutardialdehyd bewirkt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird nach der Immobilisierung der Enzyme eine 
Deckmembran aufgebracht. Eine solche Membran, z.B. aus Nafion, PVC-Copolymer oder . 
Celluloseacetat, erhoht vorteilhaft die Linearitat der Sensoren und bewirkt zusatzlich eine 
Reduktion von Interferenzeinfliissen. 

Ein erfindungsgemaBer Biosensor, welcher eine Arbeits-, eine Referenz- und eine 
Gegenelektrode aufweist und dessen Enzyme mittels des erfindungsgemafien Verfahrens 
immobilisiert wurden, ist dadurch gekennzeichnet, daB die Referenzelektrode eine Ag/AgCl- 
Elektrode ist, die Gegenelektrode eine Kohlenstoffelektrode ist, die Arbeitselektrode aus 
Kohlenstoff, Metall, Metalloxiden oder einer Mischung aus Kohlenstoff und Metall oder 
Metalloxiden besteht und die Elektroden auf einem nicht leitenden Substrat aufgebracht sind. 

Insbesondere ist ein erfindungsgemafier Biosensor zur Bestinunung von Creatinin dadurch 
gekennzeichnet, daB an der Arbeitselektrode Sarkosinoxidase adsorbiert ist und darauf 
Creatininase und Creatinase immobilisiert sind. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung ist der Biosensor aus zwei Dreielektrodensystemen 
aufgebaut, welches erste Elektrodensystem mit den Enzymen Creatininase, Creatinase und 
Sarkosinoxidase zur Bestimmung der Summe von Creatinin und Creatin und welches zweite 
Elektrodensystem mit den Enzymen Creatinase und Sarkosinoxidase zur Bestimmung von 
Creatin dient, wobei das Ergebnis des zweiten Elektrodensystems von jenem des ersten zur 
Bestiirimung von Creatinin abgezogen wird. 

Vorteilhaft umfaBt der Biosensor ein weiteres Elektrodensystem, welches zur Eliminierung 
von elektrochemischen Interferenzen dient. 



Die Erfindung wird nachstehend durch die folgenden Beispiele weiter veranschaulicht: 
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Beispiel 1 

Beispiel fzeigt die Verbesserung der Signalhohe durch Erhohung der Sarkosinoxidase- 
Aktivitat bei erfindungsgemaBem Zusatz von oberflachenaktiven Stoffen im Vergleich zum 
Stand der Technik. 

Sarkosinoxidase wurde gelost in Wasser (Stand der Technik) sowie in Wasser unter Zusatz 
von wasserloslichen, oberflachenaktiven Komponenten (im vorliegenden Fall Glycerin sowie 
drei nichtionische Tenside) auf den amperometrischen Basissensor getropft und bei 
Raumtemperatur trocknen gelassen. Nach erfolgter Polarisation der Elektrode wurde der 
Strom auf 1 mM Sarkosin gemessen. Das Ergebnis der Messung ist in Tabelle 1 angefiihrt. 



Tabelle 1 



Sarkosinoxidase (SOx) 


Zusatz 


Strom auf 1 mM Sarkosin 


54,2 mg SOx in 0,5 ml H 2 0 


keiner 


2nA 


54,2 mg SOx in 0,5 ml H 2 0 


5,0 % Glycerin 


80 nA 


54,2 mg SOx in 0,5 ml H 2 0 


0,5 % Tween 20 


70 nA 


54,2 mg SOx in 0,5 ml H 2 0 


0,5 % Triton X100 


90 nA 


54,2 mg SOx in 0,5 ml H 2 0 


0,5 %Brij 35 


85 nA 



Es zeigte sich, dafi der Strom auf 1 mM Sarkosin durch Detergenzien bzw. Glycerin urn ca. 
Faktor 40 erhoht werden konnte. 

Diese enorme Stromerhohung wird offenbar dadurch bewirkt, weil das Enzym beim Trocknen 
durch die Zusatze optimal geschiitzt wird und weil die oberflachenaktiven Eigenschaften der 
Zusatze zu einem besseren und inhigeren Verbund mit der porosen Struktur der 
Wasserstoffperoxidelektrode fuhren. 

Beispiel 2 

Beispiel 2 zeigt die Verbesserung der Signalhohe sowie die Verkurzung der Ansprechzeit 
eines eriSndungsgemaBen Biosensors im Vergleich zu einem gemafi Stand der Technik (T. 
Tsuchida) hergestellten Biosensor. 

Es wurden zwei vollstandige Creatininsensoren hergestellt, wobei beim ersten Sensor alle drei 
Enzyme zusammen mit Glutardialdehyd vernetzt wurden und beim zweiten Sensor 
Sarkosinoxidase mit Tween 20 zuerst auf die Basiselektrode aufgebracht wurde und danach > 
Creatininase und Creatinase mit Glutardialdehyd darauf immobilisiert wurden. Die 
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resultierenden Strome bzw. Ansprechzeiten zur Messung von Creatinin bzw. Sarkosin sind in 
Tabelle 2~angegeben. 



Tabelle 2 



Sarkosinoxidase 


Strom auf 1 mM 
Creatinin 


Strom auf 1 mM 
Sarkosin 


Ansprecbzeit (T90) 


In Glutardialdehyd 
(Sensor 1) 


120 nA 


140 nA 


80s 


In Tween 20 
(Sensor 2) 


420 nA 


>500nA 


10 s 



Es wurde mittels der erfindungsgemafien Immobilisierung der Enzyme ein um ein Vielfaches 
hoherer Strom gemessen. Die Ansprechzeit des erfindungsgemaB hergestellten Sensors war 
ebenfalls deutlich kurzer als jene des im Stand der Technik bekannten Sensors. 

Beispiel 3 

In Beispiel 3 ist die Herstellung eines erfindungsgemaB en Creatinin-Biosensors beschrieben. 

Auf einem elektrisch nicht leitenden Substrat aus Kimststoff oder Keramik werden mittels 
Siebdruckverfahren Ag-Leiterbahnen fiir Referenz-, Gegen- und Arbeitselektroden gedruckt. 
Die Referenzelektrode wird zumindest im Sensorbereich aus einer Ag/AgCl-Paste hergestellt. 
Die Gegenelektrode wird im Meflbereich mit einer Schicht Carbonpaste bedruckt. Mit 
derselben Carbonpaste wird die Ag-Leiterbahn der Arbeitselektrode in den Meflbereich 
verlangert. Im Mefibereich der Arbeitselektrode wird eine Mischung aus 5 % Mangandioxid 
in Carbonpaste als Arbeitselektrode gedruckt. Im Anschlufi wird das gesamte System mit 
Ausnahme der spater mit Fliissigkeit zu kontaktierenden Elektrodenspots und der dem 
Signalab griff dienenden Leiterbahnen mehrfach mit einem Isolationslack tiberzogen. Danach 
wird die' Arbeitselektrode mit Sarkosinoxidase in Tween 20 - Losung aufgetropft und 
trocknen gelassen. Hierauf werden die anderen Enzyme mittels Glutardialdehyd 
immobilisiert. Zur Erhohimg der Linearitat und zur Verminderung von storenden Einflussen 
wird eine Deckmembran aufgebracht. 

Um Creatinin interferenzfrei bestimmen zu konnen, sind zumindest zwei 
Dreielektrodensysteme notig; ein System mit den Enzymen Creatininase, Creatinase und 
Sarkosinoxidase, welches Creatinin und Creatin bestimmt, sowie ein weiteres mit den 
Enzymen Creatinase und Sarkosinoxidase, mit welchem Creatin bestimmt werden kann. Da 
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Creatin im Blut als Interferent vorkommt, mufl der gernessene Creatinwert vom MeBwert der 
Creatininelektrode abgezogen werden, der sich aus Creatin und Creatinin zusammensetzt. 

Um weitere elektrochemische Interferenzen zu eliminieren, kann ein drittes Elektrodensystem 
mit immobilisierter Sarkosinoxidase allein (Creatin wird durch ein inaktives Protein, z.B. 
Albumin ersetzt) verwendet werden. 
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Patentanspriiche: 

1 . Verfahren zur Herstellung von Biosensoren mit mindestens zwei Enzymen zur 
amperometrischen Bestimmung enzymatisch abbaubarer Stoffe, wie Creatinin, in 
biologischen Flussigkeiten, wobei die Enzyme an einer Arbeitselektrode immobilisiert 
werden, dadurch gekennzeichnet, daB ein Enzym mit einem oder mehreren 
oberflachenaktiven Stoffen in waBriger Losung auf die Arbeitselektrode aufgebracht und 
trocknen gelassen wird und das zumindest zweite Enzym in einem nachfolgenden Schritt • 
darauf chexnisch immobilisiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB als oberflachenaktive Stoffe 
Polyalkohole und/oder Detergenzien, vorzugsweise nichtionische Tenside, eingesetzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das zumindest zweite 
Enzym durch Cross-linking, kovalente Bindung oder MatrixeinschluB immobilisiert wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das zumindest zweite 
Enzym mittels Glutardialdehyd immobilisiert wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB nach der 
Irnmobilisierung eine Deckmembran aufgebracht wird. 

6. Biosensor mit Arbeits-, Referenz- und Gegenelektrode, hergestellt mittels des 
Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Referenzelektrode eine Ag/AgCl-Elektrode und die Gegenelektrode eine 
Kohlenstoffelektrode ist und die Arbeitselektrode aus Kohlenstoff, Metall, Metalloxiden oder 
einer Mischung aus Kohlenstoff und Metall oder Metalloxiden besteht, wobei die Elektroden 
auf einem nicht leitenden Substrat aufgebracht sind. 

7. Biosensor nach Anspruch 6 zur Bestimmung von Creatinin, dadurch gekennzeichnet, 
daB an der Arbeitselektrode Sarkosinoxidase adsorbiert ist und darauf Creatininase und 
Creatinase immobilisiert sind. 

8. Biosensor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB er aus zwei 
Dreielektrodensystemen aufgebaut ist, welches erste Elektrodensystem mit den Enzymen 
Creatininase, Creatinase und Sarkosinoxidase zur Bestimmung der Summe von Creatinin und 
Creatin und welches zweite Elektrodensystem mit den Enzymen Creatinase und 
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Sarkosinoxidase zur Bestimmung von Creatin dient, wobei die beiden Ergebnisse zur 
Bestimmung von Creatinin subtrahiert werden. 

9. Biosensor nach Anspruch 8, welcher ein weiteres Elektrodensystem umfaBt, das 
Eliminierung von elektrochemischen Interferenzen dient. 
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Wahrend der internatjonalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



US 5 466 575 A (COZZETTE STEPHEN N ET AL) 
14. November 1995 (1995-11-14) 
in der Anmeldung erwahnt 
Spalte 64, Absatz 5.5 
Spalte 32 

Spalte 74 -Spalte 75, Absatz 6.7 

FR 2 682 765 A (COMMISSARIAT ENERGIE 
ATOMIQUE ;BI0TICA INTERNATIONAL (FR); 
CENTRE) 23. April 1993 (1993-04-23) 
Zusammenfassung 
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Y I Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
1 entnehmen 
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Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 
"A* Veroffentlichung, die den atlgemeinen Stand derTechnikdefintert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E* alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationaJen 
AnmeJdedatum veroffentlicht worden Ist 

"L" VerdffentUchung, die geeignet ist einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder dutch die das VerdffentUchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt warden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben tst (wie 
ausgefuhrt) 

•O" VerdffentUchung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine AussteQung oder andere MaBnahmen bezteht 

"P* VerdffentUchung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priorttatsdatum veroffentBcht worden ist 



*~P Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen AnmeJdedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidfert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundellegenden Prinzips Oder der ttir zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

•X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkett beruhend betrachtet werden 

•Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Taligkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



21. August 2001 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



29/08/2001 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 
Europaischas Paientamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRijswi]k 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Fritz, M 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER Ra^KRCHENBERICHT 



In ^^Hlles Aktenzeiehen 

PCT/AT 01/00138 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweil ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



TSUCHIDA T ET AL: "MULTI-ENZYME MEMBRANE 

ELECTRODES FOR DETERMINATION OF CREATININE 

AND CREATINE IN SERUM" 

QUALITY CONTROL CLIN. CHEM. TRANSACTIONS 

INTERNATIONAL SYMPOSIUM, XX, XX, 

Bd. 29, Nr. 1, 1983, Seiten 51-55, 

XP001008686 

das ganze Dokument 
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Formbbtt PCT/ISA/210 (Fortseteung von Blalt 2) (Jufl 1992) 



Seite 2 von 2 



IIMTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Internationales Aktenzetchen PC T/AT 01 £0138 



WEITERE ANGABEN_ PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr. : 1-6 



Die geltenden Patentanspruche 1-6 beziehen sich auf ein Verfahren zur 
Herstellung eines Biosensors mit mindestens 2 nicht naher bestimmten 
Enzymen sowie diesen Biosensor selbst, wohingegen die Patent- anmeldung 
Stutze durch die Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT nur fur einen 
speziellen Biosensor liefert. 

Im vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende Stutze 
bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, 
daB eine sinnvolle Recherche Qber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglich erscheint. 

Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, 
welche im o.a. Sinne als klar, gestutzt Oder offenbart erscheinen, 
namlich die Teile betreffend 

einen Biosensor gemass Anspruche 7-9, der nach dem in Anspruch 1 
beschriebenen Verfahren herge- 
stellt wurde. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand elner 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 



INTERNATIONALER REOTERCHENBERICHT 


In Aktenzeichen 

PCT/AT 01/00138 


fm Recherchenbericht 
angefiihrtes Patentdokument 


Datum der 
Veroffentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
Veroffentlichung 



US 5466575 



14-11-1995 



US 


5200051. 


A 


us 


5554339 


A 


us 


5837446 


A ' 


us 


5837454 


A 


CA 


2002848 


A 


CA 


2221178 


A 


EP 


0442969 


A 


JP 


3137612 


B 


JP 


2000065791 


A 


JP 


4503249 


T 


JP 


3105919 


B 


us 


5063081 


A 


US 


5212050 


A 


wo 


9005910 


A 


KR 


175917 


B 


SG 


45431 


A 



06-04- 

10- 09- 
17-11- 

17- 11- 
14-05- 

14- 05- 
28-08- 
26-02- 
03-03- 

11- 06- 
06-11- 
05-11- 

18- 05- 
31-05- 

15- 05- 

16- 01- 



1993 
1996 
1998 
1998 
1990 
1990 
1991 
2001 
2000 
1992 
2000 
•1991 
1993 
•1990 
1999 
•1998 



FR 2682765 A 23-04-1993 KEINE 



Formblart PCT/1SA/210 {An hang PatentfamifieMJuJi 1992) 



SENS 



VERTRAG UiW. DIE INTERNATIONALE ZUSA 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWES 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



NARBEIT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

F 4991/cm 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Obermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/ AT 01/00138 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

14/05/2001 


(FrQhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

16/05/2000 


Anmelder 

F.HOFFMANN-LA ROCHE AG 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _5 Blatter. 

[X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

£ J Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokoils durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtragiich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

Pj| bei der Behorde nachtragiich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, daB das nachtragiich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. [X] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

| | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
|X| wurde der Wortlaut von der Behorde wie foigt festgesetzt: 
CREATININ-BIOSENSOR 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der BehoYde festgesetzt. Der 
[_ !| Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. 



[ | wie vom Anmelder vorgeschlagen |X) keine der Abb. 

CZl wel! der Anme,der selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| 1 weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



Internationales Aktenzeichen PCTAT 01 /)0138 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr. : 1-6 



Die geltenden Patentanspruche 1-6 beziehen sich auf ein Verfahren zur 
Herstellung eines Biosensors mit mindestens 2 nicht naher bestimmten 
Enzymen sowie diesen Biosensor selbst, wohingegen die Patent- anmeldung 
Stutze durch die Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT nur fur einen 
speziellen Biosensor liefert. 

Im vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende Stutze 
bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, 
daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglich erscheint. 

Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, 
welche im o.a. Sinne als klar, gestutzt oder offenbart erscheinen, 
namlich die Teile betreffend 

einen Biosensor gemass Anspruche 7-9, der nach dem in Anspruch 1 
beschriebenen Verfahren herge- 
stellt wurde. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, Oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerwei se nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 



INTERNATIONALER 



ERCHENBERICHT 



pcWIt 



ales Aktenzeichen 



PCWT 01/00138 



A. KLASSIRZIERUNG DES ANMELOUNGSGEGENST ANDES 

IPK 7 A61K31/415 C07D233/88 



Nach der Internationa len Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassfflkation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikat ion ssy stem und Klasslfikationssymbole ) 

IPK 7 A61K C07D 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTLICH AMGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



US 5 466 575 A (COZZETTE STEPHEN N ET AL) 
14. November 1995 (1995-11-14) 
in der Anmeldung erwahnt 
Spalte 64, Absatz 5.5 
Spalte 32 

Spalte 74 -Spalte 75, Absatz 6.7 

FR 2 682 765 A (COMMISSARIAT ENERGIE 
ATOMIQUE ;BI0TICA INTERNATIONAL (FR); 
CENTRE) 23. April 1993 (1993-04-23) 
Zusammenfassung 

-/- 
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Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilte 



0 Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen T 

"A" Veroffentlichung, die den allgemelnen Stand derTechnikdefiniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E' alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 

An me Ide datum verdffentlicht worden ist <x 

"L* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden « Y 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O' Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere MaOnahmen bezieht 

■P' Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist * 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht ate neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



21. August 2001 



Absendedatum des internationalen Recherch en benefits 



29/08/2001 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Fritz, M 



Formblatt PCT/IS/V210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER 



ERCHENBERICHT 



Intej 

PC 



iles Aktenzeichen 

01/00138 



C.(FortsetZung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



TSUCHIDA T ET AL: "MULTI-ENZYME MEMBRANE 

ELECTRODES FOR DETERMINATION OF CREATININE 

AND CREATINE IN SERUM" 

QUALITY CONTROL CLIN. CHEM. TRANSACTIONS 

INTERNATIONAL SYMPOSIUM, XX, XX, 

Bd. 29, Nr. 1, 1983, Seiten 51-55, 

XP001008686 

das ganze Dokument 
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Formblatt PCT/1SA/210 (Fortselzung van Blatt 2) (Juti 1992) 
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INTERN, 

Infon 



NAL SEARCH REPORT 

patent family members 



il Application No 

PCWT 01/00138 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 
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US 
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WO 
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